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셀룰로오스 나노피브릴(셀룰로오스 nanofibrls, CNF)는 기계적인 힘을
가하여 제조한, 폭 100 nm이하, 길이 수 µm 이하의 나노셀룰로오스를
일컫는다. CNF는 높은 비 인장강도와 낮은 열팽창계수, 높은 비표면적,
친환경성과 생분해성등의 다양한 장점으로 많은 관심을 받아오고 있다.
CNF를 제조하는 방법은 펄프를 1 ~ 2% 지료로 준비하고 강한 기계적
전단력을 가하는 것인데, 나노화 과정까지 많은 에너지가 요구되기 때문
에 이를 줄일 필요가 요구되어왔고, 여러 전처리 방법들을 통해 CNF의
제조에 필요한 에너지 소모를 줄이려는 노력이 시도되어왔다.
본 연구에서는 CNF 생산에 효소 전처리가 미치는 영향을 구명하고자
미건조 활엽수 표백 크래프트 펄프를 대상으로 endoglucanase와
endoxylanase 두 효소를 이용하여 전처리를 가하였을 때, 효소 전처리가
펄프의 특성과 나노피브릴화에 미치는 영향을 평가하였다. 전건 펄프 무
게 대비 효소를 0.5 wt%, 효소 혼합비는 endoglucanase와 endoxylanase
의 무게비를 100:0부터 0:100까지 6가지 조건으로 다르게 해서 전처리를
실시하였다. 펄프의 특성으로 섬유장, 여수도, 보수도. CED 점도, 화학적
조성비를 측정하였으며, 효소 전처리된 펄프를 그라인더와 호모게나이저
를 이용하여 나노화를 실시하고 그 통과횟수별로 시료의 형태와 저전단
점도를 측정하여 나노화 양상을 살펴보았다.
효소를 단일 처리한 경우보다 혼합처리한 경우 펄프 특성에 있어 더
큰 변화가 있었다. 미세분 함량과 셀룰로오스 중합도가 감소하고 여수도
와 보수도가 증가하였으며, 이는 단일효소 처리한 경우보다 혼합처리한
경우 더 많이 변화하였다. 펄프의 결정화도나 화학적 조성비는 효소 전
처리에 의해 큰 영향을 받지 않았다. 각 효소 전처리 펄프를 그라인더를
이용하여 나노화하였을 때, 1% 농도 조건에서 CNF 현탁액은 무처리 펄
프로 제조한 것보다 200 ~ 800 cPs 더 낮은 400 ~ 1000 cPs의 점도를 지
녔다. 무처리 펄프는 CNF를 제조하기 위해 그라인더를 30번 통과하여야
했지만, 효소 전처리 펄프는 18번 그라인더를 통과하는 것만으로도 CNF
로 분화되어, 더 적은 그라인더 통과횟수 즉, 적은 에너지로 CNF 제조
가 가능하였다. 최종적으로 얻은 30번 그라인더를 통과한 CNF의 폭은
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무처리 조건과 효소 전처리 조건 모두 20 nm 근처의 폭을 가진 것으로
나타났다.
각 효소 전처리 펄프들에 기계적 처리를 추가로 실시하였을 때, 효소
전처리 펄프가 단순 고해 전처리 펄프보다 미세분이 더 많이 발생하였
다. 특히 endoxylanase의 배합비가 증가할수록 고해를 거치며 미세분이
더 많이 발생하였다. Endoenzyme을 함께 사용하여 전처리한 펄프는 고
해를 거치면 효소전처리 없이 고해만 가한 펄프나 단일 효소 + 고해 펄
프보다 더 높은 보수도를 가져 피브릴화가 더 많이 발생한 것으로 판단
된다. 효소만으로 전처리된 펄프들은 호모게나이저를 이용하여 분화할
수 없었지만, 15분동안 추가로 고해를 가하면 부분적으로 호모게나이저
를 이용하여 나노화가 가능하였다. 이렇게 얻은 CNF는 400 ~ 600 cPs의
점도를 지녔으며 20 nm의 평균 폭을 지녔다. 효소 전처리 펄프를 고해
후 그라인더를 이용하여 제조한 CNF는 최종적으로 그라인더 30번 통과
후 1% 현탁액 농도가 800 ~ 1500 cPs의 점도를 지녀, 같은 조건에서 고
해를 거치지 않은 효소 전처리 펄프를 이용하여 제조한 CNF 현탁액보
다 더 높은 점도를 지닌 CNF를 획득할 수 있었다. 이러한 연구 결과를
바탕으로 효소 전처리를 통해 CNF의 생산시 요구 에너지를 감소시키거
나 최종적으로 획득하는 CNF의 물성을 조절할 수 있을 것으로 기대한
다.
주요어 : 펄프, 효소, 고해, 셀룰로오스 나노피브릴, endoglucanase,
endoxylanase
학 번 : 2016 - 26845
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1. 서 론
친환경 소재에 대한 관심이 증가하는 시대 분위기 속에서 자연에 가장
풍부하게 존재하는 셀룰로오스는 많은 관심을 받고 있다.1,2) 셀룰로오스
는 목재칩을 펄핑하여 얻은 표백펄프나 셀룰로오스 유도체 형태로 사용
되어 왔다. 최근에는 셀룰로오스계 물질에서 얻을 수 있는 나노셀룰로오
스에 대한 연구가 활발하게 진행되고 있다. 나노셀룰로오스는 폭이 100
nm이하이고 길이가 수 마이크로미터인 높은 종횡비를 지닌 섬유상 물
질이다. 나노셀룰로오스는 높은 비인장강도와 낮은 열팽창계수, 나노스케
일의 크기, 높은 비표면적, 원료의 지속가능성등의 장점을 지니고 있
다.3-6)
나노셀룰로오스는 그 생산 방법에 따라 크게 기계적 방법으로 제조되
는 셀룰로오스 나노피브릴(cellulose nanofibrils, CNF)과 산 가수분해 방
법으로 생산하는 셀룰로오스 나노크리스탈(cellulose nanocrystals, CNC),
박테리아를 이용해 생산하는 박테리아 셀룰로오스(bacterial cellulose, B
C)로 나뉘는데, CNC는 제조과정에서 사용되는 화학물질에 대한 부담과
낮은 수율 및 낮은 종횡비로 인해, BC의 경우 균을 배양하는데 요구되
는 환경을 조성하기 위해 필요한 높은 제조 단가와 낮은 생산성으로 인
해 상대적으로 생산이 용이한 CNF가 크게 관심을 받고 있다.7-10) 그러나
CNF 또한 생산과정에서 기계적인 힘을 이용하면서 많은 양의 에너지를
사용한다.7, 11) 이로 인해 CNF 제조 시 요구되는 에너지 소모를 줄여서
생산 단가를 낮출 필요성이 제기되어 왔으며, 이를 위해 나노화 전에 펄
프에 전처리를 가하는 연구가 진행되어 왔다. CNF 제조를 위한 전처리
로는 크게 기계적 전처리, TEMPO ((2,2,6,6-tetramethyl-piperidin-1-yl)o
xyl) 산화 전처리나 카르복시메틸화(carboxymethylation) 등의 화학적
전처리, 효소를 이용한 생물학적인 전처리 방법으로 나눌 수 있다.11-14)
목질계 원료에서 리그닌을 제거하여 얻는 표백펄프(bleached kraft
pulp, BKP)는 낮은 생산 비용과 획득의 용이성으로 CNF를 획득하기 위
한 주재료로 사용된다. 표백펄프는 셀룰로오스와 헤미셀룰로오스, 소량의
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리그닌과 회분으로 구성되어 있는 비균질 복합체이다. 표백펄프에 대한
기계적, 화학적 및 생물학적 전처리는 이러한 복합체의 구조를 파괴하며,
이렇게 전처리된 펄프는 무처리 펄프보다 구조적 강도가 약하여, 동일한
기계적 충격을 가하였을 때 더 쉽게 분화가 된다. 기계적 전처리 방법은
펄프에 물리적 충격을 가하는 방법이다. 화학적 전처리 방법은 주로 셀
룰로오스에 작용기를 도입하여 작용기간의 전기화학적 반발력으로 펄프
의 분화를 용이하게 만들거나 화학물을 이용하여 펄프 구성성분을 손상
시키는 방법이다. 화학적 전처리 방법은 화학약품을 사용하기 때문에 약
품 회수로 인한 추가 공정이나 오염물 배출에 대한 환경적인 부담이 있
다. 효소 전처리는 균이 분비하는 효소를 사용하여 셀룰로오스나 헤미셀
룰로오스 등의 고분자를 저분자화한다.15) 무처리펄프로 호모게나이저를
이용한 나노화 시 막힘이 발생하는 반면, 효소 전처리 펄프를 호모게나
이저에 적용할 경우 펄프 섬유가 막히지 않고 펄프섬유를 더 쉽게 나노
화 할 수 있다.14)
본 연구에서는 펄프에서 가장 큰 구성비를 차지하는 두가지 물질인 셀
룰로오스와 헤미셀룰로오스를 기질로 하는 효소들을 혼합비를 달리하여
적용할 때, 펄프의 물성 및 나노화에 미치는 영향을 구명하고자 하였다.
본 연구에서 사용한 효소는 주로 비결정 영역에서 무작위 분해를 일으키




2.1 나노셀룰로오스의 종류 및 응용 가능성
나노셀룰로오스는 그 제조방법과 특성에 따라 셀룰로오스 나노피브릴,
셀룰로오스 나노크리스탈, 박테리아 셀룰로오스 세가지로 나뉜다.
셀룰로오스 나노피브릴(CNF)은 Herrick과 Turbak에 의해 처음 제조되
었는데, 펄프 섬유를 전건 기준 1 ~ 2%로 물에 푼 현탁액을 준비한 후 그
라인더 등을 이용하여 혼탁액에 강한 기계적인 전단력을 가하여 펄프를
더 작은 단위로 분화하여 제조한다.7, 16)
Rånby는 펄프 섬유를 산 가수분해를 통해 비결정영역을 녹여버리고
원심분리를 통해 상등액상에 녹아있는 셀룰로오스 콜로이달을 제조하였
는데, 이는 셀룰로오스 나노크리스탈(cellulose nanocrystal, CNC)의 원형
으로 여겨진다. CNC는 높은 결정영역을 지니며, 종횡비가 매우 낮은 것
이 특징이다.8)
Grande 등은17) 의해 셀룰로오스를 생산해내는 박테리아(Aceto-bacter s
p.)의 배양액에 전분을 넣어 나노셀룰로오스를 획득하였다. 유사한 방법을
이용하여 박테리아 셀룰로오스(Bacterial cellulose, BC)를 제조할 수 있었
다.9, 10)
다양한 나노셀룰로오스 생산 방법이 있지만, 제조과정 중 사용되는 화
학약품에 대한 부담과 수율, 생산성 및 획득하는 셀룰로오스의 형상에 따
른 물성 변화 등으로 인해 각 생산 방법은 다른 관심을 받고 있다.8, 18)
CNF의 경우 CNC나 BC보다 생산성과 수율이 좋고, 펄프등을 활용하여
상대적으로 적은 부담으로 얻을수 있다. 또, 다른 셀룰로오스를 포함한
물질을 사용하여 제조할 경우 최종적으로 얻게되는 나노셀룰로오스의 결
정화도와 수율, 비표면적과 종횡비 등의 물성은 달라진다.19, 20)
CNF는 높은 비인장강도와 낮은 열팽창계수, 나노단위의 크기와 높은 종
횡비를 지녀 친환경적인 보강제로서 매력적인 성질을 나타낸다. 3 - 6, 18) 또,
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열적 안정성과 나노스케일을 활용하여 CNF를 이용하여 제조한 필름의
경우 필름 내부의 공극이 거의 없기 때문에 투명성을 지녀 디스플레이
분야에 사용될 가능성을 지니고 있다.21) 그 외에도 CNF를 증점제로 사용
하거나, 배리어 특성을 이용한 포장분야로의 응용될 가능성이 있다. 또,
추가적인 화학 개질을 통한 다양한 물성 부가 및 활용의 가능성을 지니
고 있다.22)
2.2 전처리를 이용한 CNF 제조
펄프를 나노화하기 전에 전처리를 가하여 나노셀룰로오스로의 분화를
보조하는 방법이 많이 연구되어 왔다. 가장 기본적인 전처리 방법은 기계
적 전처리이다.23) 사용 장비에 따라 CNF를 제조하는 과정에서 펄프로 인
해 막힘이 발생하여 기기구동이 안되는데, 기계적 전처리를 통하여 이러
한 현상을 해결할 수 있다.
화학적 전처리 중 널리 알려진 접근 방법은
TEMPO((2,2,6,6-tetramethyl-piperidin-1-yl)oxyl) 산화 전처리와 카르복
시메틸화(carboxymethylation)가 있다.11- 13) 이러한 전처리방법들은 셀룰
로오스에 이온성을 부여하여 생기는 정전기적 반발력을 이용, 적은 에너
지를 가하여도 펄프의 구조적 분화를 손쉽게 이루어 내는 방법이다.
효소는 당화 및 제지분야에서 펄핑, 표백, 종이의 물성 개선 등에 사용될
가능성을 보여왔는데, 펄프를 나노셀룰로오스의 주 소재로 사용되면서 효
소전처리 펄프를 가지고 나노셀룰로오스를 제조하는 연구가 진행되고있
다.24 - 28)
2.3 펄프의 효소 전처리와 이를 이용한 나노셀룰로오스 제조
효소는 박테리아와 균의 분비물로서 대상 기질을 분해하는 역할을 한
다. 15) 효소는 작용 기작에 따라 크게 endo-계열 효소와 exo-계열 효소
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로 나눌 수 있다. endo-계열 효소는 고분자 쇄 내에서 무작위 절단을 발
생시키며 주로 비결정영역에서 작용을 하고, exo-계열 효소는 고분자쇄
의 말단에서 그 작용을 하여 이합체 등의 모노머 혹은 저분자량 중합체
를 만들며 결정영역도 분해할 수 있다.29 - 31) 이러한 다양한 기작을 지닌
효소를 함께 사용할 경우 분해가 더 효율적으로 발생하는데, Ramos 등
에 의하면 endoglucanase와 exoglucanase를 함께 사용하면 recalcitrate
celulose를 더 쉽게 분해할 수 있다.29, 41)
효소의 활성에 영향을 미치는 인자는 효소의 투입량, 온도, pH, 용매
내에서 시너지를 일으킬 수 있는 다른 효소나 효소의 활성을 저해하는
염소이온 등의 이온 존재 여부 등이 있으며, 대상 기질의 비 표면적 증
가에 의한 기질에 대한 접근성 증가가 효소의 활성에 직접적인 영향을
미치기도 한다.32 - 34)
효소가 활성을 보이는 pH 와 온도범위는 효소마다 다르다. 각 효소는
고유의 활성 온도와 활성 pH 범위 내에서 활성을 보이며, 범위를 벗어
나면 효소의 활동은 급격히 감소한다.32, 34) 기질의 비표면적과 투입한 효
소의 양등을 통해 효소의 기질에 대한 접근성이 영향을 받아 효소의 활
성이 바뀐다.34)
Wang 등은27, 28) endoglucanase를 사용할 경우 더 균질하고 인장강도
도 더 높은 CNF를 제조하는데 도움이 되었다는 보고를 하였다. 특히, e
ndoglucanase 전처리를 할 경우 펄프의 중합도가 감소하며 더 낮은 중
합도를 지닌 CNF를 제조할 수 있기 때문에, endoglucanase가 효소 전처
리를 통한 CNF 생산 에너지 저감에서 큰 역할을 하지만, 너무 과한 양
의 효소를 사용할 경우 CNF 섬유가 과하게 끊어질 수 있다고 보고하였
다.
헤미셀룰로오스는 육탄당과 오탄당으로 구성된 고분자로 각 구성 당들
을 기질로 하는 분해 효소들이 다르다. 따라서 균이나 박테리아가 분비
하는 hemicellulase를 보면, 각각의 헤미셀룰로오스 성분을 기질로 하는
여러 효소들이 섞여 있다.10) 그 중 endoxylanase는 헤미셀룰로오스를 공
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격하여 자일로오스와 xylo-oligosaccharides 등을 생산한다.9) Lei 등에
의하면, xylanase 처리 된 펄프는 펄프 섬유벽 내의 xylan을 분해하며,
이로 인해 섬유벽 내의 구조를 느슨하게 만든다.35) Hassan 등은
xylanase 처리를 가하여 더 넓은 폭을 지닌 CNF를 만들었다고 보고하
였다.36)
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3. 재료 및 방법
3.1 공시재료
3.1.1 펄프
본 실험에서 사용한 펄프는 국내 M사에서 분양받은 미건조 활엽수 표
백 크래프트 펄프를 사용하였다. 해당 펄프는 약 80%의 글루코오스와
약 18%의 자일로오스, 0.5% 이내의 회분 등으로 구성 되어있다.
3.1.2 효소
Endoglucanase는 덴마크 N사에서 제조된 제품을 사용하였다. 실제
cellulase는 약 2% 포함된 액상이며, 그 외 세부 특성은 Table 1에 나타
내었다.
Endoxylanase로는 덴마크 N사에서 제조된 제품을 사용하였다. 실제
xylanase는 약 25% 포함된 액상이며, 세부 특성은 Table 2에 나타내었
다.
3.1.3 완충용액
국내 S사에서 제조한 제일인산칼륨을 토대로 만든 pH 6 완충
용액과 제일인산칼륨, 제이인삼나트륨, 나트륨이지드를 토대로
제조된 pH 7 완충용액을 구입하여 사용하였다.
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Table 1 Properties of endoglucanase
Value
Cellulase unit activity 4500 CNU-CA/g
Active pH at 25℃ 5 - 9
Approximate density 1.08 g/ml
Table 2 Properties of endoxylanase
Value
Endoxylanase unit activity 2500 AXU/g
Active pH at 25℃ 4.5 - 6.5
Approximate density 1.15 g/ml
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3.2 실험 방법
3.2.1 펄프 효소 전처리
3.2.1.1 Endoenzyme 혼합 전처리
효소 전처리는 전건 펄프 기준 100 g을 기준으로 진행하였다. 효소 투
입량은 선행 실험을 통하여 정하였으며, 전건 펄프 대비 무게비로 0.5%
첨가하였다. 총 효소 투입량 내에서 endoglucanase와 endoxylanase를 무
게비로 100:0, 80:20, 60:40, 40:60, 20:80, 0:100로 설정하였다.
본 실험에 사용한 두 효소의 활성 pH 범위는 상이하여, pH 6은 두 효
소의 활성 범위에 속하고 pH 7은 endoxylanase의 활성 범위에 속하지
않는다. 실험에 앞서 pH 조건을 6과 7 두가지로 정하고, 실험 결과 비교
에서 pH 7 조건이 pH 6 조건보다 더 큰 효소 활성 결과를 보이면 pH 7
에서는 endoxylanase의 활성이 약할것이기 때문에 endoglucanase의 기
여하는 바가 더 크다고 가정하였고, pH 6에서의 변화가 pH 7에서의 결과
보다 더 큰 변화를 보이면 반대로 endoxylanse의 영향이 더 클것으로
기대하였다. 효소 전처리 시 증류수와 완충용액을 이용하여 펄프의 고형
분 함량을 10%로 조절하였으며, 완충용액은 조건별로 10 ml씩 투입하였
다. 효소 반응 시간은 선행 실험을 통하여 1시간으로 정하였으며, 반응
동안 15 분 간격으로 반죽하여 잘 혼합되도록 하였다. 효소 반응이 완료
되면 펄프를 증류수로 희석한 후 15 분간 끓이고 세척하였다. 또, 몇몇
조건의 효소전처리 전-후의 펄프 전건 질량을 확인하여 효소전처리 수
율을 측정하였다.
3.2.1.2 효소와고해의 병용 전처리
효소의 투입량과 효소 혼합비는 앞선 조건과 같이 전건펄프 질량 대비
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총 투입 0.5%, 혼합비 조건 6가지로 pH 7 조건에서 효소 전처리한 펄프를
준비하였다. 이 효소전처리된 펄프를 고해하여 효소 및 고해 복합 전처리
를 수행하였다. 고해는 실험실용 Valley beater를 사용하였다. 각 조건별
펄프를 1%로 14.5 L를 준비한 후 고해를 진행하였다. 총 15분동안 고해를
하였으며 고해 중간에 7.5 분 고해 진행 후 약 1.5 L의 시료를 채취 후 고
해를 이어서 진행하였다.
3.2.2 전처리 펄프의 특성 평가
3.2.2.1 섬유장
각 조건별 펄프들은 Kajaani FiberLab 섬유장 분석기를 사용하여 섬
유장과 미세분을 측정하였다. 각 측정조건별 3회 반복 측정하였으며, 측
정 시 펄프 섬유 3000 개 이상의 펄프섬유의 길이를 측정하여 길이평균
섬유장으로 제시하였다.
3.2.2.2 여수도
캐나다 표준 여수도 시험기를 사용하여 각 조건별 펄프의 여수도를 측
정하였다. TAPPI method T 227 om-99에 의거하여 진행하였으며 각 조
건별로 3반복 진행하였다.
3.2.2.3 보수도
전처리된 펄프의 보수도를 Scan-C 62:00를 참조하여 측정하였다.
각 조건별 펄프케이크를 조건별로 3개씩 준비한 후 3000g, 23±3℃조건에
서 15분동안 원심분리를 진행하였다. 그 후 각 펄프케이크를 건조 전 후
의 무게를 측정하여 보수도를 구하였다. 건조 전 펄프케이크의 무게를
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- 1 Eq. [1]
3.2.2.4 CED 점도
효소가 작용하여 셀룰로오스 고분자의 중합도에 미치는 영향을 확인하
기 위하여 각 조건별 펄프들의 Cupri ethylene diamine(CED) 점도를 측
정하였다. TAPPI method T 230 om-99에 의거하여 각 전처리 펄프를
수초지로 준비하고 동결건조 후 기건상태로 준비하여 측정하였다. 측정
중 펄프를 CED 용액에 녹이기 위해 90분간 교반하였다. 각 3반복하여
각 전처리 펄프를 녹인 CED 용액이 흐르는 시간을 측정하여 점도를 구
하였다. 각 점도계의 상수를 C, efflux time를 t, 펄프를 녹인 용액의 농
도를 d로 하였을 때, 각 펄프의 점도는 Eq. [2]dhk 같다.
V (cPs) = C*t*d Eq. [2]
3.2.2.5 화학적 조성비
National renewable energy laboratory(NREL)에서 제시한 방법에 의
거하여 각 전처리 펄프의 화학적 조성분을 측정하였다. 또, 효소 전처리
로 발생한 단당과 올리고당을 측정하기 위해 세척과정에서 발생한 여과
액을 HPLC를 이용하여 단당류를 분석하였다.
3.2.2.6 펄프 결정화도 분석
각 전처리 펄프를 IR pallet 제조기를 이용하여 압착한 후 X선 회절
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분석기를 이용하여 결정화도를 측정하였다. 2Θ 범위는 5 ~ 50 degree로
하여 측정하고, 세갈법을 이용하여 Eq. [3]과 같이 결정화도를 측정하였
다. 여기서 IAM 은 비결정영역에 해당하는 것으로 18°에서의 강도를 나
타내며, I200은 22.7°에서의 값을 의미한다.
Crystallinity(%) =
 
* 100 Eq. [3]
3.2.3 CNF 제조
3.2.3.1 그라인더를 이용한 CNF제조
각 전처리 펄프들을 증류수를 이용하여 고형분 함량 1.5%의 지료 4 L
를 준비하여, 그라인더(Masuko, Co., Japan) 를 이용하여 CNF를 제조하
였다. 스톤간의 갭 간격은 –80 ㎛로 진행하였다. 스톤 회전속도는 1500
rpm으로 진행하였다. 그라인더 구동 중 3회마다 시료를 채취하였다.
3.2.3.2 고압 호모게나이저를 이용한 CNF 제조
각 전처리 펄프들을 증류수를 이용하여 고형분 함량 1%의 지료 1 L를
준비하여 고압균질기 (Panda plus, Gea, Italy) 를 이용하여 CNF를 제조
하였다. 구동 중 5회 간격으로 시료를 약 40 mL 채취하였다. 준비한 지
료 농도로 호모게나이징 시 초기에 높은 압력 조건에서 구동하면, 막힘
이 발생하였기 때문에 갭 간격을 점진적으로 조절하여 압력을 올려 나갔
다. 통과횟수별로 압력을 올린 조건은 Fig. 1과 같다.
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Fig. 1. Pressure condition during the operation
of high pressure homogenizer.
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3.2.4 CNF 특성 평가
3.2.4.1 CNF 형태학적 특성
제조한 CNF의 형태를 평가하기 위해 각 샘플별로 전자현미경을 이용
하여 촬영하였다. 각 샘플을 진공탈수하여 CNF 시트를 제조한 후 용매
치환을 진행하였다. 물과 에탄올 혼합비 70:30, 50:50, 30:70 그리고 0:100
순으로 각 조건별 용액에 4시간씩 정치시킨 후 아세톤에 12시간, n-헥산
에 24시간 정치시켜 용매치환을 진행하였다. 그 후 백금코팅기를 이용하
여 30 mA 조건에서 124초간 백금 코팅을 진행하였다. 그렇게 준비된 각
샘플들을 2 kV 조건에서 FE-SEM(Field-Emission Scanning Electron
Microscope, SIGMA, carl zeiss, 영구)을 이용하여 CNF의 고배율 이미
지를 얻고, CNF 형태를 관찰하였다.
같은 질량의 섬유상 물질을 침전시켜도 더 긴 종횡비를 지닌 섬유상
물질이 더 높은 침전높이를 보인다. Gourlay 등은37) 이를 이용하여 섬유
상 물질의 현탁액을 침전시켜 gel point concentration를 구하면 이를 이
용하여 섬유상 물질의 상대적인 종횡비를 구할수 있다고 보고하였다. 각
전처리별 gel point concentration를 측정하기 위해 샘플별로 0.025%,
0.05%, 0.075%, 0.1%의 CNF현탁액을 준비한 후 48시간 침전하여 gel
point를 측정하였다. 이를 이용하여 CNF의 상대적 종횡비를 추정하였다.
종횡비를 계산하는 공식은 Eq. [4] 같으며, A는 종횡비, gc는 gel point





CNF 제조과정에서 얻은 CNF 현탁액을 1% 농도로 희석했다. 그 후
브룩필드 점도계(Brookfield Engineering Laboratories, USA)를 이용하여
25±1℃에서 저전단 점도를 3회 반복 측정하였다.
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4. 결과 및 고찰
4.1 Endoenzyme 혼합 전처리 펄프
4.1.1 효소 전처리 수율
pH 7에서 펄프 전건무게 대비 0.5%의 효소 전처리 시, 펄프의
구성물질 분해로 발생하는 손실결과를 가 분해될 때 발생하는
결과를 Fig. 2.에 나타내었다. 전체적으로 1%가 안되는 펄프 손
실이 발생하였다. Fig. 3은 각 전처리 조건별 펄프 여과액에 존
재하는 단당과 올리고당을 분석한 결과이다. 무처리펄프 여과액
에는 극소량의 글루코오스와 자일로오스 단당이 존재하며,
endoglucanase를 많이 투입할수록 더 많은 endoglucanase가,
endoxylanase를 많이 투입할수록 더 많은 endoxylanase가 잡히
는 것을 알 수 있다.
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4.1.2 펄프 특성 평가
본 실험에서는 펄프의 특성을 평가하기 위해 섬유장과 미세분, 여수도,
보수도, CED 점도, 화학적 조성비를 평가하였다. 효소 전처리가 펄프의
분해에 미치는 영향을 평가하기 위해 섬유장과 미세분을 측정하였고, 효
소 전처리에 의한 미세분발생, 내-외부 피브릴화 및 단섬유화에 의한 복
합적 물성 변화를 복합적으로 평가하기 위해 여수도와 보수도를 측정하
였다. 효소의 활성에 의한 셀룰로오스 중합도 감소를 평가하기 위해
CED점도를 측정하였으며, 효소 전처리 후 펄프의 화학적 조성비 변화를
평가하기 위해 펄프와 효소 전처리 후 세척시 발생한 여과액의 화학적
조성비를 측정하였다.
4.1.2.1 섬유장 및 미세분 함량
Fig. 4와 Fig. 5에 나타났듯이 효소 전처리 펄프는 점선으로 표기한
무처리펄프의 6%대의 미세분함량보다 더 적은 3 ~ 4%의 미세분 함량을
나타내었다. 미세분이 감소하였기 때문에 효소 전처리 펄프의 평균 섬유
장은 무처리 펄프의 섬유장인 0.6 mm보다 더 긴 0.7 mm 전후의 값을
지닌다. 이는 미세분들이 효소에 의해 저분자량의 당의 형태로 분해되어
미세분이 감소하고 그로 인하여 섬유장이 증가한 것으로 판단된다.
Endoglucanase와 endoxylanase의 혼합비 80:20, 60:40, 40:60 전처리
펄프는 pH 6보다 pH 7에서 미세분이 덜 감소하였다. 이는 pH 7보다 pH
6에서 endoxylanase의 활성이 더 높아 세 조건에서 미세분이 더 많이
녹았기 때문으로 판단된다.
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Fig. 4. Fines content of endoenzyme-treated pulp.
Fig. 5. Fiber length of endoenzyme-treated pulp.
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4.1.2.2 여수도
단일 효소 전처리 결과는 endoglucanase 처리된 펄프는 여수도가 점
선으로 표시한 무처리 펄프의 여수도보다 소폭 증가하였으나
endoxylanase 전처리 펄프는 무처리펄프보다 여수도가 소폭 감소하거나
큰 차이가 없었다.
Endoglucanase와 endoxylanase를 혼합하여 사용한 펄프의 여수도 결
과를 보면 pH 6과 pH 7에서 그 결과가 차이난다. 우선 pH 7 조건 여수도
측정 결과에서 두 효소의 혼합비에 상관 없이 무처리 펄프나 단일 효소
전처리 펄프보다 혼합 효소 전처리 펄프들이 여수도 값이 30이상 증가하
였으며, 이는 펄프의 구성 성분중 가장 많은 성분비를 지니고 있는 셀룰
로오스와 헤미셀룰로오스 각각을 분해 할 수 있는 두 효소를 함께 사용
하였기 때문에 효소의 접근성이 크게 개선 된 결과 동일한 양의 단일 효
소를 사용하였을 때 보다 피브릴화나 미세분 변화등에서 더 극적인 결과
차이가 발생하였기 때문으로 판단된다.
pH 6조건에서는 pH 7조건과 동일한 양과 혼합비의 효소를 투입하였음
에도 pH 7에서의 효소 전처리 펄프의 여수도가 더 높게 증가했다. 이를
통해 볼 때, 여수도 증가에 영향을 미치는 정도는 pH 6에서 활성이 우세
한 endoxylanase보다 pH 7에서 활성이 우수한 endoglucanase의 영향이
더 크다. 효소 혼합 조건 자체로 보면 endoglucanase를 더 많이 증가한
투입비일수록 pH 조건 간의 여수도 차이가 크게 나타났는데, 이는 pH 6
과 7이 endoglucanase의 활성 pH 범위 이내이지만 endoglucanase의 활
성이 pH 7에서 더 높기 때문에 이런 차이가 발생한 것으로 생각된다.
pH 7조건에서는 endoxylanase의 활성이 낮아도 높은 여수도 증가 폭을
보이는 것은 펄프의 여수도 증가에 endoglucanase의 작용보다 endox-
ylanse작용이 미치는 영향이 더 크기 때문에 소량의 endoxylanase 활성
만으로도 큰 여수도 변화를 보인 것으로 추정된다. endoglucanase : en-
doxylanase 혼합비 80 : 20 조건과 100 : 0 조건을 비교해보면 endox-
ylanase 투입 여부가 미치는 영향을 비교할 수 있다. 그러나 pH 6조건에
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서는 endoxylanse의 활성이 증가하였어도 endoxylanase의 활성이 펄프
의 물성 변화에 미치는 영향이 적고, endoglucanase의 활성이 같은 활성
범위 내에서도 감소하였기 때문에 효소 혼합 전처리 펄프의 여수도가
pH 7조건에서 더 크게 증가한 것으로 판단된다.
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Fig. 6. Freeness of endoenzyme-treated pulp.
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4.1.2.3 보수도
단일 효소 전처리로는 점선으로 표시한 무처리 펄프와 보수도 차이가
3%까지 감소하였다. 그러나 효소를 혼합하여 사용한 조건은 무처리 펄
프보다 0.1 g/g 이내의 보수도 증가를 보이며 무처리펄프의 보수도보다
6%까지 높은 보수도를 보였다.. 미세분은 일반 장섬유보다 헤미셀룰로오
스와 리그닌이 많으며, 비표면적이 넓고, 단위 질량 당 수분에 의한 팽윤
율이 두배까지 크다.38) 보수도는 미세분이 많을수록, 그리고 내부 피브릴
화가 증가할수록 커지는데, 효소 전처리 결과로 미세분이 감소하였음에
도 불과하고 보수도가 증가한 것은 효소 혼합 전처리 결과로 펄프에 내
부 피브릴화가 발생하였기 때문일 것이다. pH 6, endoglucanase :
endoxylanase 60:40 조건이 높은 보수도값을 보였으나 전체적으로 pH 7
조건에서 효소 혼합 전처리를 하였을 때 pH 6에서의 보수도보다 더 높
은 보수도 증가를 보였기에 pH 7 조건에서 효소를 혼합 전처리 할 때,
pH 6에서 효소를 혼합전처리 할 때 보다 펄프에서 내부 피브릴화가 더
많이 발생한 것으로 판단된다.
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Fig. 7. Water retention value of endoenzyme-treated pulp.
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4.1.2.4 CED 점도
무처리펄프, endoxylanase 전처리 펄프, endoglucanase 전처리 펄프,
endoenzyme 혼합 전처리 펄프 순으로 펄프의 CED 점도가 감소하여 무
처리펄프, endoxylanase 전처리 펄프, endoglucanase 전처리 펄프, en-
doenzyme 혼합 전처리 펄프 순서로 셀룰로오스의 중합도가 감소하였다.
pH 7조건에서는 두 효소를 혼합하였을 때, 효소의 혼합비와 상관없이
6 cPs 전후의 점도를 보였으나, pH 6 조건에서는 같은 효소 혼합, 투입조
건임에도 불구하고 pH 7조건보다 더 높은 점도를 보여 셀룰로오스 중합
도가 상대적으로 더 높은 것을 알 수 있다. 이는 앞에서 pH 7조건에서의
효소 혼합 전처리 조건이 pH 6조건보다 더 큰 효소 활성을 보이며
endoglucanase가 pH 6보다 pH 7에서 더 큰 효소 활성을 보인다는 점과
일치한다. 앞선 섬유장 -미세분, 여수도, 보수도 결과와 종합하여 볼 때,
endoglucanase와 endoxylanase를 단독으로 사용하여 펄프를 분해하는
것보다는, 두 효소를 혼합하여 사용할 때 효소의 활성이 더 크게 나타나
며, 셀룰로오스의 중합도를 더 낮출수 있는 것을 알 수 있다.
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(Endoglucanase : Xylanase )
Concentration (mg / g of sample )
Glucose Xylose Mannose
- Never-dried pulp 82.0 17.7 0.4
pH7
5 : 0 82.6 17.0 0.3
4 : 1 81.2 18.8 -
3 : 2 84.4 15.3 0.4
2 : 3 81.6 18.4 -
1 : 4 83.6 16.0 0.4
0 : 5 84.6 15.0 0.4
pH6
5 : 0 83.5 16.2 0.3
4 : 1 81.2 18.8 -
3 : 2 83.9 15.7 0.4
2 : 3 82.6 17.0 0.4
1 : 4 83.9 15.7 0.4
0 : 5 83.4 16.1 0.4
4.1.2.5 화학적 조성비
Table 3에 endoglucanase와 endoxylanase의 배합비를 달리하여 두
pH조건에서 반응시킨 각 펄프의 화학적 조성비를 제시하였다. 효소 혼
합 조건에 따라 글루코오스의 함량은 81 - 84%, 자일로오스의 함량은
15.7 - 18.8%으로 약간의 차이는 있으나 뚜렷한 경향성을 보이지 않았다.
이는 효소 전처리 결과 발생하는 펄프의 손실이 크지 않기 때문에 펄프
의 구성 성분비가 뚜렷하게 변화하지 않는 것으로 판단된다.
Table 3 Chemical composition of endoenzyme-treated pulp in pH 6 and pH 7
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4.1.3 CNF 특성 평가
4.1.3.1 CNF 현탁액 저전단 점도
미건조 무처리 펄프의 경우 최종적으로 그라인더 30 - 33 통과횟수에
서 1% 현탁액 기준 1200 cPs의 점도를 보였으며, endoglucanase와 en-
doxylanase를 각각 전처리한 펄프로는 같은 그라인더 통과횟수에서 무
처리펄프로 제조한 CNF현탁액보다 더 낮은 현탁액 점도를 지닌 CNF를
얻었다. 두 효소를 혼합하여 전처리한 펄프로 제조한 CNF 현탁액은 단
일 효소 전처리 펄프로 제조한 CNF 현탁액보다 더 낮은, 1% CNF 현탁
액 기준 300 cPs의 점도를 가졌다. Leopold는39) 펄프 내에서 자일란은
셀룰로오스 결정영역의 표면에서 함께 결정화 된 상태로 존재한다고 주
장하였는데, 고해가 발생하면 주로 헤미셀룰로오스에서 파괴가 발생하듯
기계적 전단력을 이용한 나노화 과정에서도 헤미셀룰로오스 영역 내에서
많은 파괴가 발생하였을 것이며, 효소 혼합 전처리 과정에서의 endox-
ylanase의 활성으로 셀룰로오스 결정영역 표면의 xylan이 분해되면서 나
노화 과정 중 CNF의 장섬유의 잔 피브릴들이 제거되었기 때문에 CNF
가 좀 더 단순한 섬유형태를 지니며 이로인해 더 낮은 점도를 지닌 것이
아닌가 추정된다.
앞서 효소 전처리 펄프의 특성 평가에 의하면 동일 효소 투입 조건에
서, pH 7에서의 효소 활성이 pH 6조건보다 효과가 좋았다. 효소 전처리
펄프로 제조한 CNF 현탁액 점도 비교에서도 pH 7에서 효소 전처리를
한 경우, pH 6 조건보다 현탁액 점도가 더 낮았다.
Ryu에40) 의하면 펄프가 나노화 중 점도 변화가 감소하여 추가적 나노
화 처리를 가하여도 CNF 현탁액의 점도 변화가 더 이상 발생하지 않는
구간이 나타나는 것은 펄프의 나노셀룰로오스로의 물리적 분화가 충분하
게 진행되었기 때문이다. Fig.9을 보면 무처리 펄프는 실험 조건 하에서
그라인더를 30 회 ~ 33 회 통과하였을 때 나노셀룰로오스로 분화가 완료
된다. 그러나 endoglucanase와 endoxylanase를 혼합 전처리한 펄프로 제
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조한 CNF(g:x 80:20 ~ g:x 20:80)는 무처리 펄프, endoglucanase 전처리
펄프(g;x 100:0), endoxylanase 전처리 펄프(g:x 0:100)로 제조한 CNF보
다 훨씬 이른 조건인 18 회 전후에서 나노셀룰로오스로의 분화가 완성된
것을 알 수 있다. 이는 효소의 분해로 인하여 펄프 구조가 약해진 상태
에서 그라인더로 전단력을 가하였기 때문에, 효소 전처리 펄프가 더 적
은 나노화 에너지로도 CNF로 분화되었기 때문이다.
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Fig. 9. Viscosity of CNF suspension prepared by grinder (pH 7) .
Fig. 10. Viscosity of CNF suspension prepared by grinder(pH 6).
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4.1.3.2 CNF 형태
효소 활성이 우수하다고 판단되는 pH 7 전처리 조건 중, 효소 혼합 전
처리 시 나노셀룰로오스로의 분화가 충분히 진행되었다고 판단되는 그라
인더 18 회, 그리고 모든 전처리 조건에서 나노화가 진행되었다고 판단
되는 30 회 조건에서 시료를 채취하여 SEM 이미지를 준비하였다. Fig.
11에서 볼 수 있듯이 그라인더 18 회 조건에서는 무처리펄프, endoglu-
canase 전처리 펄프, endoxylanase 전처리 펄프로 제조한 CNF는 아직
분화가 덜 되어서 굵직한 섬유들이 남아있다. 그러나 효소 혼합 전처리
펄프로 제조한 CNF는 다른 전처리 조건의 CNF보다 나노셀룰로오스의
폭이 더 얇게 나노화가 잘 이루어졌다.
Fig. 12에서 보는 것처럼, 각 전처리 펄프 별 그라인더 30 회 처리한
CNF는 미분화된 펄프를 찾기 힘들며 나노셀룰로오스로의 분화가 이행
되었다. 이미지 분석을 통해 각 전처리 조건별 펄프로 제조한, 그라인더
를 30 회 처리한 CNF의 평균 폭을 측정하였다. Fig.13에 제시한대로, 전
처리 조건에 상관없이 평균 15 ~ 20 nm 사이의 폭을 지녔다.
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Fig. 11. SEM image of grinder 18 passes number CNF.
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Fig. 12. SEM image of grinder 30 passes number CNF.
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Fig. 13. Width of CNF prepared by grinder.
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4.1.3.3 종횡비
Gel point concentration을 이용하여 추정한 각 전처리조건별 CNF의
종횡비는 무처리펄프는 150, 효소 전처리펄프는 효소 투입조건에 따라서
endoglucanase가 가장 많이 투입되었을 때에는 종횡비 120에서
endoxylanase가 가장 많이 투입되었을 때에는 최대 170의 종횡비를 지
닌다. 이는 endoglucanase가 펄프를 분해한 후 펄프가 나노화 될 때, 효
소의 분해가 최종적으로 얻게되는 CNF의 폭을 감소시키기 보다 길이를
더 감소시키는 효과가 더 크기 때문으로 판단된다.
앞서 측정한 직경값과 추정 종횡비를 이용하여 CNF의 길이를 추정하
면 그라인더를 30번 통과하여 제조한 CNF는 무처리 조건에서는 9, 효소
전처리 조건에 따라 8 ~ 10μm의 평균 길이를 지녔다.
CNF의 종횡비도 CNF 현탁액의 점도에 영향을 미치는데20), Fig. 15에
나타낸 전처리 조건 별 CNF의 종횡비 변화양상과 Fig. 9에서의 현탁액
의 점도 변화 양상이 일치하지 않기 때문에 현탁액의 점도 변화 감소를
종횡비 감소만으로 설명할 수는 없다. 다른 추가적인 변수가 있는것으로
판단된다.
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Fig. 14. Sedimentation of CNF suspension prepared by grinder.
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Fig. 15. Aspect ratio of CNF calculated from gel point concentration.
Fig. 16. Estimated CNF length prepared by grinder.
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4.2 Endoenzyme 혼합 전처리 후 고해 펄프
4.2.1 펄프 특성 평가
4.2.1.1 섬유장
무처리펄프는 고해 시 미세분이 소폭 증가하나, 효소 전처리 펄프는
무처리 펄프보다 미세분이 크게 발생하여, 무처리펄프는 3%가량 미세분
이 증가하는 동안 효소 전처리 펄프는 그 3배에 이르는 9%까지 미세분
이 더 쉽게 발생한다.
고해 시 미세분 결과에서는 endoxylanase를 더 많이 투입하여 전처리
한 펄프일수록 고해로 미세분의 발생량이 증가하는 경향을 보인다. 효소
전처리가 미세분을 감소시키는 효과는 단일 효소 전처리보다 두
endoenzyme을 혼합하여 전처리 한 조건이 더 크지만, 고해를 거치면서
미세분이 증가하는 경향은 endoxylanase가 더 많이 투입될수록 크게 나
타난다. 펄프에 고해를 가하면 헤미셀룰로오스에서 파괴가 주로 발생하
는데, endoxylanase 투입량 증가로 헤미셀룰로오스 내부의 구조가 파괴
되었고, 이 상태에서 고해로 물리적 충격이 가해지면서 무처리펄프 보다
endoxylanase 전처리 펄프에서 헤미셀룰로오스가 더 쉽게 분해되어 미
세분이 크게 발생하는 것으로 추정된다.
평균 섬유장은 고해 전에는 효소 전처리 펄프는 효소 혼합조건이 미세
분이 더 제거되었기 때문에 가장 높지만, 고해를 거치면서 endoxylanase
를 많이 투입할수록 미세분이 증가하기 때문에 평균섬유장도 감소했다.
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Fig. 18. Fiber length of endoenzyme-treated pulp by beating.
Fig. 17. Fines content of endoenzyme-treated pulp by beating.
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4.2.1.2 여수도
무처리 펄프와 단일 효소 전처리 펄프는 고해 시간에 따라 선형적인
여수도 감소를 보인다. 그러나 효소 혼합전처리 펄프는 초기에 급격하게
여수도가 감소하여 무처리, 단일전처리 펄프보다 여수도가 더 감소하다
가, 15분 고해 시에는 오히려 무처리, 단일 전처리 펄프보다 높은 여수도
를 보였다.
펄프에 고해가 가해지면 단섬유화, 미세분 발생, 내부 피브릴화와 외부
피브릴화의 기작이 복합적으로 일어나는데, 각각의 기작이 펄프의 여수
도에 미치는 영향은 다르다. 효소 혼합 전처리 펄프는 무처리나 단일 효
소 전처리 펄프보다 같은 강도의 고해에도 더 쉽게 피브릴화나 미세분
발생등이 일어난 결과가 fig. 19와 같은 결과를 발생시킨 것으로 예상된
다.
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Fig. 19. Freeness of enzyme-pretreated pulp by beating.
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4.2.1.3 보수도
효소 전처리 펄프는 무처리, 단일효소 전처리 펄프와 효소 혼합전처리
펄프 간의 보수도는 고해를 거치며 더 차이가 커진다. 고해 전에는 효소
혼합 전처리된 펄프의 보수도는 무처리-단일효소 전처리된 펄프보다
0.03 ~ 0.07 g/g 더 높았으나, 고해 후에는 그 차이가 0.18 ~ 0.24 g/g까지
증가하였다. 효소가 혼합하여 사용된 경우 endoglucanase와
endoxyalanse의 시너지로 인해 단일 효소 전처리 조건보다 펄프 구성
성분을 더 많이 분해하여 구조가 약해진 펄프는 그렇지 못한 펄프보다
동일한 고해 조건에서 더 손쉽게 피브릴화가 발생하기 때문으로 판단된
다.
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Fig. 20. Water retention value of enzyme-pretreated pulp by beating.
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4.2.1.4 결정화도
각 효소 전처리 펄프의 고해 실시 여부에 따라 측정한 펄프의 XRD
결과를 Fig. 21과 Fig. 22에 제시하였다. 이 결과를 토대로 segal법을 따
라 결정화도를 계산하면 효소 전처리 조건이 결정화도에 미치는 영향과
고해가 가 전처리 펄프의 결정화도 변화에 미치는 영향은 크지 않았다.
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Fig. 21. XRD spectrum of enzyme-pretreated pulp
Fig. 22. XRD spectrum of enzyme-pretreated pulp after beating.
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Fig. 23. Crystallinity of enzyme-pretreated pulp by beating.
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4.2.2 CNF 특성 평가
4.2.2.1 전처리 펄프 별 그라인더 및 호모게나이저 구동
효소 전처리 펄프와 효소후고해 전처리 펄프는 지료 농도 1.5% 조건
에서 그라인더를 이용하여 막힘 없이 나노화 진행이 가능하였다. 지료
농도 1% 조건에서 무처리 펄프와 모든 효소 투입 조건의 전처리 펄프는
호모게나이저 구동 중 막힘이 발생하여 나노화가 불가하였다. 이를 개선
하기 위해 endoglucanase : endoxylanase 40:60 전처리 펄프를 5, 10, 15
분간 고해하여 시료를 준비하고 호모게나이저로 나노화 하였을 때, 10,
15분 고해 펄프는 나노화가 가능하였다. 효소 전처리 없이 고해만 15분
진행한 펄프와 Endoxylanase 0.5 wt% 전처리 후 고해를 15분 진행한
펄프는 지료를 투입하여도 막힘이 발생하여 1% 농도의 펄프 현탁액으로
는 나노화가 안되었다.
4.2.2.2 CNF 현탁액 저전단 점도
효소 후고해 전처리 펄프는 그라인더와 호모게나이저를 이용하여 나
노화를 진행하였다. 호모게나이저를 이용한 펄프의 나노화 시 고해를 거
치지 않은 펄프는 막힘이 발생하기 때문에 15분간 고해 후 호모게나이저
를 이용하여 나노화 하였다. 준비된 펄프는 Fig. 1에서 제시한 조건대로
압력을 조절하여 나노화 하였다.
효소 전처리 후고해펄프로 그라인더를 이용하여 제조한 CNF는 15 ~
18회 그라인더를 통과하였을 때 나노화가 완료되었다. 효소전처리 펄프
를 나노화하면 최종적으로 300 ~ 400 cPs의 점도를 지닌 CNF를 얻었으
나, 효소 전처리펄프를 고해를 추가적으로 가한 후 그라인더로 나노화하
면 800 ~ 1200 cPs의 점도를 지닌 CNF를 얻었다. 효소를 혼합하여 전처
리 한 펄프를 나노화하여 얻은 CNF는 무처리나 단일 효소 처리 CNF보
다 낮은 점도를 가졌지만, 효소전처리 후 고해를 한 경우, 더 높은 점도
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를 지닌 CNF 현탁액으로 제조되었다. 이 차이는 펄프가 고해를 거치며
발생한 피브릴화가 CNF 현탁액의 형태에 미치는 영향에서 기인한 것으
로 보인다.
효소 전처리후고해펄프로 호모게나이저를 이용하여 제조한 CNF는
25회 통과 시 400 ~ 600 cPs사이의 점도를 보였으며, 이는 효소 전처리
펄프로 그라인더를 이용해 제조한 CNF의 300 ~ 400 cPs보다 200 cPs 더
높다. 고해를 거치지 않고 그라인더를 이용하여 제조한 CNF는 효소 혼
합 조건간에는 점도 차이를 찾기는 어려웠지만 endoglucanase 0.5% 단
일 전처리 펄프로 제조한 CNF와는 점도 차이를 보였다. 그러나 고해후
호모게나이저를 이용하여 제조한 CNF에서는 효소 혼합 전처리 펄프조
건 중 endglucanase : endoxylaanse 60:40 투입조건이 다른 효소 투입조
건보다 더 낮은 점도를 지녔으나 그 외에는 혼합조건과 효소 단일 전처
리 조건간에 큰 점도차이를 찾기 어려웠다.
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Fig. 24. Viscosity of CNF suspension prepared by grinder (enzyme + beating).
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Fig. 25는 효소전처리 후고해 펄프를 그라인더를 30회 통과시켜 제조
한 CNF의 SEM이미지이다. Fig. 26는 나노화가 완료되었다고 판단되는,
각 효소전처리후고해 펄프의 호모게나이저 25 회 나노화 CNF이미지이
다. 호모게나이저를 이용하여 제조한 CNF는 두꺼운 CNF는 보이지 않으
며 전체적으로 얇고 고르게 나노화가 되었다. Fig. 12와 Fig. 26을 비교
하면, 똑같은 효소 전처리 조건으로 같은 조건에서 그라인더를 제조하여
30회 통과하였는데, 중간에 고해가 추가된 Fig. 26의 효소전처리후 고해
펄프를 이용한 CNF가 더 두꺼운 폭을 지녔다. 이는 고해로 발생한 피브
릴화가 펄프의 나노화에 영향을 미쳤기 때문으로 판단된다. 효소전처리
후고해 펄프를 그라인더를 이용하여 제조한 CNF는 평균적으로 30 nm
를 조금 넘는 폭을 지녔으나 호모게나이저를 이용하여 제조한 경우 더
얇은, 평균 폭이 약 20 nm인 CNF가 되었다. 같은 그라인더를 이용하여
제조하였어도, Fig. 12에 있는 고해를 거치지 않은 CNF보다 더 두터운
CNF를 얻은 것을 알 수 있다.
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Fig. 26. SEM image of grinder at 30passes number CNF
(enzyme + beaten).
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Fig. 27. SEM image of homogenizer at 25passes number CNF
(enzyme + beaten).
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Fig. 28. Width of CNF prepared by grinder (enzyme+beaten).
Fig. 29. Width of CNF prepared by homogenize (enzyme+beatenr.
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4.2.2.4 종횡비
Gel point concentration을 이용하여 추정한 CNF의 종횡비를 FIg. 30,
32에 제시하였다. 그라인더를 이용하여 제조한 CNF는 70 ~ 100 사이의
종횡비를 지니지만, 호모게나이저를 이용하여 제조한 CNF는 120 ~130정
도의 종횡비를 지녔다. 종횡비와 폭을 이용하여 길이를 추정한 결과 종
횡비 추세가 다름에도 불구하고 그라인더와 호모게나이저를 이용하여 제
조한 CNF는 2 - 3 μm의 평균 길이를 지녔다. 이는 Fig. 16에서 앞서 제
시한, 고해를 하지 않고 그라인더를 이용하여 제조한 CNF의 평균 길이
인 7 ~ 10 μm보다 더 짧은 값이다. 이를 통해 볼 때, CNF를 제조하기 전
에 펄프에 고해를 가하면 평균 길이는 더 짧고 폭은 더 두꺼우며 CNF
현탁액의 점도가 더 높은 CNF를 제조할 수 있는것으로 생각된다.
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Fig. 30. Aspect ratio of CNF prepared by grinder (enzyme + beaten).
Fig. 31. Estimated CNF length prepared with grinder (enzyme + beaten).
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Fig. 33. Estimated CNF length prepared with homogenizer
(enzyme + beaten).




본 연구에서는 endoglucanase와 endoxylanase를 이용하여 펄프를 처
리하고 그에 따른 펄프의 특성과 CNF 물성 변화를 측정하였다. 효소의
총 투입량이 일정한 상황에서 endoglucanase와 endoxylanase를 혼합비
를 다르게 하여 펄프에 대하여 효소 전처리를 진행하였다. 각 전처리 펄
프의 섬유장, 여수도, 보수도, CED 점도, 화학적 조성비 변화를 평가하
고 각 효소 전처리 펄프를 그라인더를 이용하여 CNF를 제조하였다. 최
종적으로 획득한 CNF의 형상과 폭, 종횡비, 현탁액 점도 변화를 측정하
여 endoenzyme 처리가 펄프와 CNF에 미치는 영향에 대하여 고찰하였
다.
Endoenzyme + 고해 전처리 펄프를 준비하였다. 효소 전처리 펄프가
고해에 따라 어떠한 물성 변화를 보이는지 관찰하였고, 그라인더와 호모
게나이저를 이용하여 CNF를 제조, 그 특성을 평가하였다.
효소 전처리는 펄프의 미세분을 감소시키며, 평균 섬유장이 증가한다.
여수도와 보수도가 증가하고 셀룰로오스의 중합도가 감소한다. 이러한
결과들은 효소를 한가지만 사용한 조건보다는 효소를 혼합하여 사용하였
을 때 더 큰 효과를 보였다.
실험에 사용한 효소들의 활성 pH를 고려하여 pH 6과 pH 7 두 조건에
서 여수도, 보수도, CED 점도 측정을 하였을 때, pH 7에서 pH 6조건보다
더 높은 효소 활성을 보였다. 이는 효소 혼합처리에 의한 펄프 물 성 변
화에서 endoglucanase가 endoxylanase보다 더 큰 영향을 지니기 때문으
로 판단된다.
효소 전처리 펄프로 CNF를 만들면 효소 단일 전처리 펄프로 제조한
CNF는 무처리 펄프로 제조한 CNF보다 농도 1% 현탁액의 점도가 200 ~
600 cPs 낮다. 효소 혼합 조건에서는 무처리조건보다 900cPs가량 낮은
현탁액 점도를 지닌 CNF를 만들었지만 종횡비는 그만큼 감소하지는 않
는다.
효소 전처리 펄프를 그라인더를 이용하여 CNF를 만들어 추정 종횡비
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110 ~ 170 사이, 추정 길이 8 ~ 10㎛의 CNF를 만들었다. 종횡비는
endoglucanase의 투입량이 증가할수록 감소하는 경향을 보였다.
효소 전처리 펄프는 고해를 가하면 새로운 물성을 나타낸다. 효소 전
처리 펄프는 효소 혼합조건일 때 미세분이 가장 많이 제거되며, 고해 후
에는 endoxylanase 투입비가 높은 펄프일수록 미세분이 더 급격히 증가
한다. 이는 고해 시 미세분의 발생이 펄프에서 헤미셀룰로오스가 파괴되
며 발생하는데, endoxylanase가 더 큰 활성을 보일수록 헤미셀룰로오스
구조가 더 약해져서 쉽게 미세분이 발생한 것으로 판단된다.
무처리 펄프는 15분간 고해하여 250 ml CSF까지 고해하여도 호모게
나이저로 분화시 막힘이 발생하지만 효소전처리 펄프는 10분간 고해하여
370ml CSF 조건에서도 호모게나이저 구동이 가능하다.
효소전처리 +고해 펄프를 이용하여 호모게나이저로 CNF를 제조하였
을 때, 주어진 조건하에서 종횡비 120 ~ 140 사이, 추정 평균길이 2 ~ 3 ㎛
의 CNF를 얻었다. 효소전처리 +고해 펄프를 이용하여 그라인더로 CNF
제조 시, 효소전처리 펄프로 그라인더를 통해 제조한 CNF보다 더 폭이
크고 짧으며 점도가 높은 CNF 현탁액을 제조하였다.
이상의 연구를 통하여 endoglucanase와 endoxylanase 전처리를 이용
한 펄프의 물성 변화와 이러한 효소 전처리가 CNF의 제조에 미치는 영
향을 파악할 수 있었으며, 이는 목적에 맞는 CNF 제조에 활용될 수 있
을 것으로 기대한다.
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Abstract
Effect of endoglucanase and endoxylanase on 
characteristics of pulp
and production of cellulose nanofibrils
Lee seok ho
Program in Environmental Materials Science
Department of Forest Sciences
The Graduate School
Seoul National University
   Cellulose nanofibrls(CNF) has width narrower than 100 nm and has a few µm 
length, especially made with mechanical method. CNF is attractive material, because 
it has high specific tensile modulus, low coefficient of heat expension, high specific 
surface area, environmental friendly, and bio-degradable.
  CNF is made by nanofibrillating 1 ~ 2% pulp suspension, giving strong 
mechanical shear to pulp solution. but, this method needs a lot of energy, there has 
been a lot of demands to lower this energy consumption. In this study, we used 
endoglucanase and endoxylanase to hydrolysis pulp in various mixture ratio. 
endoglucanase and endoxlanase are known to depolymerize cellulose and 
hemicellulose, the most abundant material in pulp. Each condition of enzyme-treated 
pulp were beaten. Fiber length, freeness, water retention value, CED viscosity, 
chemical compositio and crystallinity of each pulp before and after beating were 
measured. grinder and homogenizer were used to make CNF with each treated pulp. 
width, aspect ratio, viscosity of suspension of each condition of CNF were 
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measured.
  Enzyme-treated pulp had lower fines than control, and in the endoglucanase and 
endoxylanase mix used condition, fines content were much lower than condition 
only a endoenzyme was treated. but, after beating, in more endoxylanase used 
condition, more than 3 times fines generated than control.
  In freeness, WRV, and CED viscosity, condition using endoglucanase and 
endoxylanase mix showed bigger change in results than that of control or only 
endoenzyme-treated condition.
  Experiments were done in pH 6 and pH 7, because endoglucanase and 
endoxylanase have different active pH area. each results showed that enzyme 
activity in pH 7 was higher than that of pH 6, and it seems that it was due to that 
activity of endoglucanase is more critical than endoxylanase when using 
endoglucanase and endoxylanase together.
  CNF suspension that has lower suspension viscosity than that of control CNF was 
obtained by using enzyme treated pulp. Using pulp treated with endoglucanase and 
endoxylanase together produced CNF having about 80% lower suspension viscosity 
than that of control, and it seems that it is due to synergy between endoglucanase 
and endoxylanase. it is expected that this low viscosity CNF can be used in CNF 
application in industry.
  CNF was obatined by 30 pass of grinding with control pulp, on the other hands, 
endoglucanase - endoxylanase-treated pulp was nanofibrillated with only 18 pass of 
grinding. and as more endoglucanase used, CNF showed lower aspect ratio. this 
results suggest that using enzyme treatment is helpful to get lower energy 
consumption and to control morphology or characteristics of CNF.
keywords : Pulp, Cellulose nanofibrils, Enzyme, Beating, Endoglucanase, 
Endoxylanase 
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